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高数值孔径物镜下犆犃犚犛显微成像光场分布计算

夏元钦　王　梓　刘　斌　吕　昆　成向阳　陈德应　吕志伟
（哈尔滨工业大学可调谐激光技术国家级重点实验室，黑龙江 哈尔滨１５００８０）

摘要　为了更好地解释相干反斯托克斯拉曼散射（ＣＡＲＳ）显微成像的基本原理，方便对ＣＡＲＳ显微图像进行处理，

使用角频谱的方法对物镜后的ＣＡＲＳ显微成像光场分布进行了研究，计算了横向和轴向的光场分布随着物镜数值

孔径以及入射光斑大小的变化情况。计算结果表明，光场分布的半峰全宽基本随着数值孔径的增大而减小，并且

入射光束腰斑半径越大，ＣＡＲＳ显微成像的分辨率也相对越高。理论计算工作为即将开展的实验奠定了基础。

关键词　成像系统；显微；光场分布；角频谱；相干反斯托克斯拉曼散射
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１　引　　言

随着超快激光、脉冲整形技术及激光相干控制理论的发展，人们利用飞秒、皮秒激光作为光源开展了一

系列的应用研究，基于超短脉冲的光学显微成像技术就是其中之一［１～４］。将光学显微镜作为探索微观生物

世界的一种重要工具，应用显微成像技术，可以很方便地观测细胞、组织的结构和形态，实时监测细胞内部的

变化，测量细胞内蛋白质的分布及定量分析脂类代谢过程［４，５］。传统的荧光显微成像技术通过注入不同的

荧光物质可以实现高灵敏度的选择性成像，但利用荧光染料进行标记往往会对生物样本造成一定的伤害，并

且对成像结果也会造成一定的干扰。自发拉曼散射显微成像技术无需使用有毒的荧光物质进行标记，但其
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效率较低，很难实现高灵敏度的探测。而相干反斯托克斯拉曼散射（ＣＡＲＳ）具有相干特性，作为一种非标记

性显微成像技术，其灵敏度要远高于自发拉曼散射成像技术。因此，ＣＡＲＳ显微成像技术也是近年来人们研

究的热点之一。

ＣＡＲＳ是一种与分子内部能级相关的三阶非线性过程。频率为ω１ 和ω２ 的两束激光入射到样本上发生

非线性效应，产生频率为２ω１－ω２的ＣＡＲＳ信号，并且信号强度取决于三阶非线性极化率χ
（３）。通过调节两束

入射激光的频率，使其频率差与分子内部某振动能级间隔相等，此时χ
（３）满足共振条件，ＣＡＲＳ信号会大大

增强，产生具有类似激光特性的相干信号［６］。ＣＡＲＳ的这种特性使其可以对样本中的某种分子或者某个振

动能级进行选择性、非损伤性探测。ＣＡＲＳ显微成像技术最早是在１９８２年由Ｄｕｎｃａｎ等
［７］提出，他们利用

ＣＡＲＳ显微镜对洋葱表皮细胞成像，不过当时激光器水平不高并且采用的是非共线松聚焦的配置，导致显微

成像的空间分辨率与灵敏度都比较低。１９９９年，Ｚｕｍｂｕｓｃｈ等
［８］提出了一种全新的紧聚焦共线相位匹配配

置，大大提高了ＣＡＲＳ显微成像的灵敏度和空间分辨率，并使其具备了三维（３Ｄ）成像能力。此后，ＣＡＲＳ显

微成像技术获得了突飞猛进的发展，并且正朝着更快的成像速度、更高的灵敏度和多组分探测能力等方向发

展［９～１１］。

ＣＡＲＳ显微成像的基本过程就是将共线入射的抽运光和斯托克斯光通过高数值孔径的物镜会聚到样本

之上，使用探测器探测焦点处ＣＡＲＳ信号强度，然后通过扫描激光或者移动平移台测量其他位置的ＣＡＲＳ

信号，最终利用电脑处理得到整个扫描区域的显微图像。由于物镜的衍射效应以及样本内部的散射，导致电

脑得到的图像与实际样本之间会存在一定的误差。为了减小误差，可以采用类似去卷积的方式还原得到更

为准确的显微图像。但在此之前，需要对物镜后的激发光场分布以及ＣＡＲＳ光场分布进行一定的研究。本

文采用角频谱分解的方法对物镜后的激发光场分布进行计算，将物镜入瞳前的光场按入射角进行分解，利用

Ｗｏｌｆ等
［１２，１３］提出的高数值孔径系统的衍射理论，计算出不同角频谱在焦点处的分布，然后通过积分，得到物

镜后聚焦光场的分布。通过改变数值孔径以及入射激光腰斑半径大小，得到了聚焦光场分布与它们之间的

关系。

２　高数值孔径物镜后的激发光场分布

２．１　高数值孔径物镜后光场分布公式

根据瑞利判据，显微镜的极限分辨率取决于物镜的数值孔径大小，显微物镜可以分辨的最小距离为

０．６１λ／犖犃（λ为光波长，犖犃为数值孔径）。因此，为了提高分辨率，ＣＡＲＳ显微系统需要采用具有较高数值

孔径的显微物镜。对于数值孔径较小的情况（犖犃＜０．３），可以采用傍轴近似法来计算物镜后的光场分布。

然而，对于数值孔径较高的情况，由于光线经过物镜后很快就会聚到了一起，会聚角很大，不再满足傍轴近似

中的小角度近似条件；此外电磁场的向量本质也变得十分重要，在傍轴近似中可以直接将光场近似为一个标

量场进行计算，在高数值孔径情况下，需要对每一个偏振成分进行计算。因此，在高数值孔径情况下，不再采

用傍轴近似法计算物镜之后的光场分布。本文采用角频谱分解的方法求解高数值孔径物镜后的光场分布

问题。

在ＣＡＲＳ显微成像实验中，根据文献［４］，激发光场可以写为（只考虑抽运光，斯托克斯光求解方法类似）

犈ｐ（狉，狕，狋）＝犈ｐ（狉，狕）ｅｘｐ（－ｉωｐ狋）＋犮．犮．， （１）

式中狉为入射光场相对于光轴的径向距离。假设入射光束为高斯光束，对于一般的高斯光束，犈ｐ（狉，狕）大小为

犈ｐ（狉，狕）＝犈０
狑０
狑（狕）

ｅｘｐ －
狉２

狑２（狕［ ］）ｅｘｐ －ｉ犽狕＋
狉２

２犚（狕（ ））－φ（狕［ ］｛ ｝） ． （２）

　　在实际实验中，通过使用扩束镜，使激发光入射到透镜之前为近乎平行光，此时可以近似认为狑（狕）＝

狑０，因而可以将犈ｐ（狉，狕）改写为

犈ｐ（狉，狕）＝犈０ｅｘｐ －
狉２

狑（ ）２
０

ｅｘｐ －ｉ犽狕＋
狉２

２犚（狕（ ））－φ（狕［ ］｛ ｝） ． （３）

　　假设入射激光偏振方向为狓，光束的传播方向为狕，通过一个焦距为犳的物镜会聚到样本上。图１为激发
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图１ 入射高斯光束紧聚焦情形

Ｆｉｇ．１ Ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｔｉｇｈｔｆｏｃｕｓｉｎｇｏｆ

ｉｎｃｉｄｅｎｔＧａｕｓｓｉａｎｂｅａｍ

光通过高数值孔径物镜后的紧聚焦情形，其中下面的虚

线为光学系统的入瞳，也就是显微镜的物镜；狑０ 为入射

高斯光束的束腰半径；α为激发光经过物镜后会聚到焦点

位置的会聚角，其最大值由物镜的数值孔径决定，为

αｍａｘ ＝ａｒｃｓｉｎ（犖犃／狀），其中狀为物镜与样本之间介质的

折射率。

由于入射光束为高斯光束，可以将入射的高斯光场表

述为另外一种形式，也就是入射光场在角频域上的表达式：

犈ｉｎｃ（α）＝犈
ｉｎｃ
０ｅｘｐ（－犳

２ｓｉｎ２α／狑
２
０）． （４）

因此，在焦点附近区域的光场用柱坐标可以表示为

犈（ρ，φ，狕）＝
ｉ犽犳ｅｘｐ（－ｉ犽犳）

２

犐００＋犐０２ｃｏｓ２φ

犐０２ｓｉｎ２φ

－ｉ２犐０１ｃｏｓ

熿

燀

燄

燅φ

，（５）

式中矩阵的三行分别代表狓，狔，狕三个偏振方向的强度，

其中犐０犿的表达式为

犐０犿 ＝∫
αｍａｘ

０

犈ｉｎｃ（α）ｓｉｎα ｃｏｓ槡 α犵犿（α）Ｊ犿（犽ρｓｉｎα）ｅｘｐ（ｉ犽狕ｃｏｓα）ｄα， （６）

式中犵犿（α）在犿＝０，１，２时分别等于１＋ｃｏｓα，ｓｉｎα和１－ｃｏｓα；Ｊ犿 是犿 阶贝塞尔函数。

２．２　焦点附近光场各偏振方向的强度

由（５）式可知，焦点附近的聚焦光场犈（ρ，φ，狕）是一个三行一列的向量，分别代表了其在狓，狔，狕三个偏振方

向的电场强度。假设显微物镜的数值孔径为犖犃＝０．９５，并假设犳
２／狑２０＝１，代入公式求解得到当方向角分别为

０，π／６，π／４和π／３时，聚焦光场各个偏振方向的光强在焦平面上随着距焦点距离ρ的变化情况，如图２所示。

图２ 焦平面上狓，狔，狕偏振方向强度随方向角的变化情况

Ｆｉｇ．２ Ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓｏｆ狓，狔，狕ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｄｉｒｅｃｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅｆｏｃａｌｐｌａｎｅｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｉｒｅｃｔｉｏｎａｎｇｌｅｓ

由图２可以看出，在方向角为０时，
ｍａｘ（犈２狓）

ｍａｘ（犈２狕）
≈８，犈

２
狔 ＝０，而在方向角为π／６，π／４，π／３时，

ｍａｘ（犈２狓）

ｍａｘ（犈２狕）
与

ｍａｘ（犈２狓）

ｍａｘ（犈２狔）
都远大于１，并且焦点中心处狔、狕偏振方向电场强度均为０。此外，通过计算还发现，方向角０，π／６，
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π／４和π／３所对应的焦点附近狕轴方向狔，狕偏振方向电场强度均为０，所以，在相应的计算中只考虑沿狓方向

偏振的成分即可。

２．３　物镜后光场分布随数值孔径的变化情况

数值孔径犖犃 ＝狀ｓｉｎμ（狀为物镜与样本之间介质的折射率，μ为物镜可以收集光的最大角度范围的一

半）是显微物镜的一个重要参数，它决定了物镜的分辨率。普通物镜数值孔径最大可以达到０．９５。为了进

一步提高物镜的数值孔径，人们又发明了水镜、油镜和硅镜等，这种物镜在物面端的镜片上滴上水、油或者放

置硅等折射率大于１的物质，通过提高折射率来提高数值孔径。现在物镜的数值孔径最高已经达到１．６５。

本文主要针对普通物镜进行计算。

下面具体分析在不同数值孔径下物镜后的光场分布情况。图３为物镜数值孔径分别等于０．４，０．６，０．８

和０．９５时，焦平面上方向角为０的光场在横向的分布，为了方便比较，对最终的场强进行了归一化处理。

从图３可以发现，随着物镜数值孔径的逐渐增大，聚焦光强在横向上的分布也更为集中。由于成像的原

理是将激光束聚焦在样本上，通过探测样本在聚焦光场作用下产生的ＣＡＲＳ信号来得到样品的信息，所以

聚焦光场分布越集中，得到的图像分辨率也就越高。因此，在实验中需要尽量采用较大数值孔径的物镜。

图４为聚焦光场横向分布的半峰全宽（ＦＷＨＭ）随数值孔径变化的关系曲线，可以看出横向光场分布的

半峰全宽随着物镜数值孔径的增大逐渐减小。

图３ 不同数值孔径物镜焦平面上横向场强分布

Ｆｉｇ．３ Ｌａｔｅｒａｌｉｎｔｅｎｓｉｔｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅｆｏｃａｌｐｌａｎｅ

ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｎｕｍｅｒｉｃａｌａｐｅｒｔｕｒｅｓｏｆｏｂｊｅｃｔｉｖｅ

图４ 焦平面上横向光场分布的半峰全宽

随数值孔径的变化情况

Ｆｉｇ．４ ＦＷＨＭｏｆｌａｔｅｒａｌｉｎｔｅｎｓｉｔｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｉｎｔｈｅ

ｆｏｃａｌｐｌａｎｅａｓａｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｎｕｍｅｒｉｃａｌａｐｅｒｔｕｒｅ

在研究完焦平面上的光场分布后，开始分析焦点附近轴向光场分布随数值孔径的变化情况，此时令ρ＝

０，φ＝０，将不同的犖犃代入到方程中即可得到相应的场分布。图５为犖犃分别为０．４，０．６，０．８和０．９５时轴

向光场的分布。

图５ 不同数值孔径物镜焦点附近轴向场强分布

Ｆｉｇ．５ Ａｘｉａｌｉｎｔｅｎｓｉｔｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅｆｏｃａｌｒｅｇｉｏｎ

ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｎｕｍｅｒｉｃａｌａｐｅｒｔｕｒｅｓｏｆｏｂｊｅｃｔｉｖｅ

图６ 焦点附近轴向光场分布的半峰全宽随数值孔径的

变化情况

Ｆｉｇ．６ ＦＷＨＭｏｆａｘｉａｌｉｎｔｅｎｓｉｔｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｉｎｔｈｅｆｏｃａｌ

ｒｅｇｉｏｎａｓａｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｎｕｍｅｒｉｃａｌａｐｅｒｔｕｒｅ

从图５可以看出，在焦点附近轴向上的光场分布也随着数值孔径的增大而变得更加集中，但轴向光场的

分布没有横向光场集中，因而显微镜轴向上的分辨率一般要略低于横向。此外，横向光场强度随着与光轴距
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离的增大单调递减，而在轴向上光场随着与焦平面距离的增大会呈现一种波动，并且随着数值孔径的提高，

这种波动变得越来越明显，这也会对显微镜的轴向分辨率产生一定的影响。

图６为焦点附近轴向光场分布的半峰全宽随数值孔径的变化情况。从图中可以看出，轴向光场的分布

也是总体随着数值孔径的提高而逐渐集中的，但是与横向分布相比，轴向光场分布的半峰全宽在数值上要大

很多，这也说明了轴向光场的分布没有横向光场集中。

２．４　物镜后光场分布与入射高斯光束腰斑半径的关系

在上面的计算中，为了简便均假设入射到显微物镜上的高斯光束束腰半径与显微物镜的焦距大小相等。

而经过理论推导发现，入射光束的腰斑半径也会对聚焦光场的分布产生影响。图７，８分别为犖犃＝０．９５，高

斯光束束腰半径分别取值使其满足犳
２／狑２０ 为０．１，１，２，４和８时，聚焦光场在焦平面上和在轴向上的分布。

为了分析简便，对每种情况的光强都做了归一化处理。

图７ 不同束腰半径入射高斯光束焦平面上

横向场强的分布

Ｆｉｇ．７ Ｌａｔｅｒａｌｉｎｔｅｎｓｉｔｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅｆｏｃａｌｐｌａｎｅ

ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｗａｉｓｔｒａｄｉｉｏｆｉｎｃｉｄｅｎｔＧａｕｓｓｉａｎｂｅａｍ

图８ 不同束腰半径入射高斯光束焦点附近

轴向场强的分布

Ｆｉｇ．８ Ａｘｉａｌｉｎｔｅｎｓｉｔｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅｆｏｃａｌｒｅｇｉｏｎ

ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｗａｉｓｔｒａｄｉｉｏｆｉｎｃｉｄｅｎｔＧａｕｓｓｉａｎｂｅａｍ

从图７，８可以看出，无论是在轴向还是在横向，随着入射高斯光束的束腰半径逐渐增大，光场分布都更

为集中。因此为了提高显微镜的分辨率，需要调节入射到物镜上的光束，在满足功率密度的前提下，尽量增

大其光斑面积。

３　高数值孔径物镜后的ＣＡＲＳ光场分布

ＣＡＲＳ信号光强正比于入射抽运光强度的平方，正比于斯托克斯光强度。为了便于计算焦点附近各点

的ＣＡＲＳ光强，假设斯托克斯光波长为抽运光波长的１．１倍。图９，１０分别为犖犃＝０．９５，犳
２／狑２０＝０．１时，

横向和轴向上的单光子荧光和ＣＡＲＳ光强分布图。为了方便比较，同样对光强进行了归一化处理。

图９ 焦平面上单光子荧光和ＣＡＲＳ横向场强分布

Ｆｉｇ．９ Ｌａｔｅｒａｌｉｎｔｅｎｓｉｔｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓｏｆｏｎｅｐｈｏｔｏｎ

ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｎｄＣＡＲＳｉｎｔｈｅｆｏｃａｌｐｌａｎｅ

图１０ 焦点附近单光子荧光和ＣＡＲＳ轴向场强分布

Ｆｉｇ．１０ Ａｘｉａｌｉｎｔｅｎｓｉｔｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓｏｆｏｎｅｐｈｏｔｏｎ

ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｎｄＣＡＲＳｉｎｔｈｅｆｏｃａｌｒｅｇｉｏｎ

从图９，１０可以看出，无论是在横向还是在轴向，ＣＡＲＳ信号的分布都比激发光也就是比单光子荧光更

为集中，也就是说，ＣＡＲＳ显微成像技术的分辨率要高于传统的单光子荧光显微镜。这主要是由于与单光子
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荧光相比，ＣＡＲＳ过程具有更高的非线性阶次。此外，经计算发现图９中ＣＡＲＳ光场分布的半峰全宽约为

０．３４λ，比理论的衍射极限０．６１λ／犖犃＝０．６４λ还要小，这说明使用ＣＡＲＳ显微镜可以实现超越衍射极限的

探测。

４　结　　论

使用角频谱分解的方法求解了高数值孔径物镜后的光场分布问题。通过研究发现聚焦光场的分布无论

是在横向上还是在轴向上均随着物镜数值孔径的增大而变得更加集中。根据ＣＡＲＳ显微成像的探测原理

可知，为了提高ＣＡＲＳ显微镜的分辨率，需要选择数值孔径尽量大的显微物镜。由光场分布公式可知，聚焦

光场在横向上的分布要比在轴向上更加集中，且轴向光场分布有一定的波动，所以ＣＡＲＳ显微镜在横向上

的分辨率要优于在轴向上的分辨率。此外，在相同数值孔径情况下，随着入射高斯光束束腰的增大，聚焦光

场的分布更为集中。因此，实验中应该在满足功率密度的前提下尽可能地增大入射高斯光束的束腰半径。
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